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Objectif  du projet  
Développer et optimiser une méthode de préparation pour l’analyse par imagerie 
par spectrométrie de masse pour détecter et identifier différentes drogues et 
médicaments dans des sections de tissus animales dopés et de cas réels 
humains. 
 
Méthodes | Expériences | Résultats  
L’imagerie par spectrométrie de masse est une méthode de choix pour la 
détection simultanée de plusieurs molécules dans des sections de tissus. La 
préparation de l’échantillon est le point clef de l’imagerie MALDI. Lors de ce 
projet, l’optimisation de la préparation a été effectuée sur un tissu de foie de rat 
dopé avec une solution de 14 drogues à 1g/ml. Les meilleures intensités pour 
chaque drogue ont été obtenues avec une préparation contenant comme matrice 
du DHB 30mg/ml dans 50% MeOH/ 50% H2O/ 0.1% TFA et avec un lavage du 
tissu à l’acétate d’ammonium 0.01M à pH 10. L’imagerie de cas réels humains a 
été effectuée sur des tissus de foie et de cerveau de quatre personnes ayant 
consommé différentes drogues et médicaments. La cocaïne, la quétiapine, le 
midazolam et la trazodone ont été détectés avec succès avec une préparation de 
matrice DHB 30mg/ml dans 70% MeOH/ 30% H2O/ 0.1% TFA. Pour 
l’identification, un screening toxicologique a été réalisé par acquisition en 
données dépendantes à l’aide de la fragmentation MS/MS et a montré que la 
sensibilité de certaines drogues comme la cocaïne permettait leur identification. 
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1. INTRODUCTION 
 
 
Depuis de nombreuses années, la compréhension de l’être humain a préoccupé les plus 
grands esprits. Différentes études ont été menées afin de mettre le doigt sur des questions 
existentielles sur l’homme et ce qui le compose. Ces études ont pu être réalisées grâce à la 
création et l'utilisation de technologies récentes qui ont pu affirmer certaines observations. 
En 1590, Hans et Zacharias Hansen inventèrent le premier instrument donnant accès à 
l’infiniment petit, le microscope [1]. Suite à cette découverte, la nécessité d’observer des 
éléments de plus en plus petits a conduit à pousser toujours plus loin les limites de 
l’observation et inventer de nouveaux appareillages toujours plus performants [2]. 
L’introduction de l’imagerie a permis d’évoluer dans le domaine de la biologie et de la 
médecine en passant d’une étude globale à une analyse moléculaire permettant d’observer 
des substances telles que des protéines, des peptides ou des métabolites. La recherche s’est 
orientée ainsi progressivement vers des investigations dites « omiques » telles que la 
génomique, la protéomique et plus récemment la métabolomique.  
Parallèlement, les progrès et les innovations dans la spectrométrie de masse (MS), en 
termes de sensibilité et de sélectivité, ont également entraîné le développement de ces 
nouvelles études [3]. La MS est ainsi devenue le constituant essentiel de la plate-forme 
analytique. Dans ce contexte, de nombreuses stratégies MS ont été élaborées pour mettre 
en évidence ou surveiller des molécules d'intérêt dans des biomatrices [4]. Parmi elles, 
l'une des approches les plus innovantes et stimulantes a été le développement de 
technologies d'imagerie. 
Ainsi, un nouvel outil puissant a fait son apparition dans le secteur du diagnostic par MS, 
l’imagerie par spectrométrie de masse (IMS). L’IMS est une technique analytique qui 
permet de cartographier la distribution de divers analytes dans des sections tissulaires, 
allant des protéines vers des molécules plus petites telles que les lipides, les drogues ou les 
médicaments. L’instrument enregistre les spectres de masse pour chacun des points 
disposés de manière régulière sur l’ensemble du tissu. Ces deux informations importantes 
(spectre et coordonnée) permettent de reconstruire des images ioniques au moyen d’outils 
informatiques. A partir d’une seule acquisition, il est alors possible d’observer autant 
d’images qu’il y a  de molécules associées et voir leur localisation sur le tissu (figure A) [5]. 
Cette technique offre une grande sélectivité car la distinction entre les composés et les 
métabolites se fait facilement grâce à la spectrométrie de masse. Il est ainsi possible 
également de localiser la distribution d’un médicament parallèlement à un marqueur d’une 
maladie en progression comme le cancer [6]. 
Dans la dernière décennie, de nombreux efforts ont été entrepris pour développer des 
méthodologies et des instruments pour l'IMS [7,8]. Ces efforts ont conduit à sa 
reconnaissance dans le monde entier en raison de son potentiel clinique pour le diagnostic 
et le pronostic. Cependant, l'IMS est encore un nouvel outil qui est actuellement en cours de 
développement pour pousser la technologie vers l'avant et la rendre plus régulièrement 
accessible aux utilisateurs. Dans ce contexte, l'amélioration de la vitesse d'imagerie, la 
résolution spatiale et la sensibilité sont des questions et des défis techniques 
particulièrement importants dans le domaine de l'IMS [9]. 
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La spectrométrie de masse a été longtemps utilisée afin d’analyser des composés peu 
polaires, volatils et stables à la chaleur mais de nouvelles techniques d’ionisation  ont 
étendu le domaine d’analyses aux biomolécules fragiles telles que les protéines ou les 
acides nucléiques [10]. L’une d’entre elles est l’ionisation par désorption laser assistée par 
matrice (MALDI) qui a été découverte en 1987 et qui a connu un grand succès. Cette 
technique fonctionne à l’aide d’un laser UV qui va balayer le tissu recouvert d’un dépôt de 
matrice dont les cristaux formés co-cristallisent avec les analytes. L’énergie du laser est 
absorbée par la matrice et provoque une sublimation qui va entraîner la matrice et les 
analytes afin d’être ionisés [11]. Cette forme d’ionisation a facilité la détection de divers 
composés dans des mélanges complexes. 
Sur cette idée, à Nashville aux Etats-Unis, Richard M.Caprioli et son groupe de recherche 
ont étendu les analyses aux coupes de tissu et ont étudié la distribution des peptides et 
protéines dans des tumeurs cérébrales (glioblastome) grâce à l’IMS MALDI [12]. Il a été 
possible, en effectuant « un profilage », c’est-à-dire en effectuant l’acquisition de quelques 
points à différents endroits « sains et malades » du tissu, d’associer des pics de molécules à 
différentes zones histologiques et détecter ainsi des marqueurs caractéristiques tels que le 
marqueur T.4 lié à une tumeur cérébrale. De la même manière, en effectuant une plus 
grande acquisition de points, il a été possible d’obtenir une image donnant plus 
d’informations quant à la distribution spatiale et à l’intensité du composé choisi (Figure B) 
[13].  
 
Figure A : Principe de l'imagerie par spectrométrie de masse. Un laser balaye le tissu point 
par point et l'instrument enregistre le spectre pour chaque molécule créant ainsi une image 
spécifique à chaque substance. 
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L’IMS MALDI a toujours très bien fonctionné pour l’analyse des macromolécules telles que 
les protéines mais récemment plusieurs études qualitatives et quantitatives ont été 
publiées sur de plus petites substances comme les drogues ou les médicaments (Tableau A) 
[6] car avant l’avènement de la haute résolution (HRMS), le bruit de fond de la matrice ne 
permettait pas de détection de molécules en dessous de 500Da.  
La première application de l’IMS pour l’étude des drogues dans une section entière de tissu 
animal a été reportée en 2003 [14]. Cette étude a démontré que la drogue antitumorale 
SCH 226374 présente dans une tumeur de rat pouvait être mesurée et détectée grâce à la 
fragmentation. Dans cette même étude, en utilisant une chromatographie en phase liquide 
à haute performance couplée à la spectrométrie de masse (HPLC-MS/MS), il a été possible 
de quantifier parallèlement à l’IMS, un composé A injecté préalablement et présent dans un 
cerveau de rat. 
L’introduction de l’imagerie par MALDI pour des sections entières corporelles a été d’une 
grande importance dans l’application de cette technolgie pour les études toxicologiques et 
pharmacologiques. Dans cette optique, des coupes entières corporelles ont été analysées 
par IMS dans le but d’identifier diverses drogues comme un neuroléptique connu pour 
soigner les troubles bipolaires et de schizophrénie, l’olanzapine (OLZ).  Ces recherches ont 
montré l’efficacité de l’IMS pour la détection simultanée de l’OLZ et de deux métabolites 
associés dans plusieurs organes de rats (foie, rein, vessie…)(figure C). Pour extraire l’OLZ, 
la préparation de la matrice a été optimisée en utilisant la matrice DHB dans 75% de 
Figure B : Deux procédés utilisés pour l’analyse MALDI de sections 
tissulaires, l’imagerie et le profilage. Le tissu de cerveau congelé est 
découpé à 12m et monté sur une lame. Pour l’imagerie, la solution 
de matrice est sprayée sur la section tissulaire. Dans le cas du 
profilage, elle est spotée sur la région d’interêt. Après séchage, la 
matrice cristallise avec les analytes et le laser va venir se focaliser 
sur les cristaux afin de désorber et ioniser les analytes. Pour 
l’imagerie, on obtient une image et pour le profilage, un spectre de 
masse de la position où la désorption a été effectuée.  
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méthanol. Cette étude a permis de montrer l’importance de la préparation, d’expliquer la 
localisation spatiale de l’OLZ, l’interaction entre les molécules endogènes et exogènes et le 
mécanisme d’action de cette drogue [15].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Une étude similaire a établi un lien entre l’IMS et l’autoradiographie en analysant la 
distribution de l’erlotinib, un anticancéreux, dans des sections de foie, de muscle et de rate 
[16] et en le quantifiant grâce à l’addition de standard interne  et de la HPLC-MS/MS.  
D’autres recherches récentes ont mis en évidence qualitativement par IMS diverses petites 
molécules dans le cerveau comme l’astémizole [17], un antihistaminique, la 
chlorisondamine [18], un anti-nicotinique, ou la cocaïne [18], un stupéfiant connu. Cette 
dernière a été quantifiée dans des tissus cérébraux en 2012 par une équipe de chercheurs 
américains et hollandais en utilisant un standard interne de cocaïne deutérée et les 
résultats ont été confrontés aux résultats obtenus par HPLC-MS/MS [19].  
Récemment, la distribution quantitative de tiotropium et imipramine dans des tissus de 
cerveau et de poumon a été explorée. Les estimations ont été faites cette fois-ci sur la base 
de standards spottés sur le tissu [20].  
Toutes ces études et bien d’autres encore (tableau A) [6] montrent l’étendue de l’imagerie 
pour mesurer des substances de petites masses dans le domaine de la toxicologie 
forensique et clinique.  Les molécules analysées appartiennent à différentes familles de 
drogues et médicaments mais sont semblables par leur domaine de masse.  
 
 
 
 
 
Figure C : Distribution de l’olanzapine et 
ses métabolites 2h après l’administration 
de la drogue dans une coupe corporelle 
sagittale par IMS. 
(A) échelle (barre) : 1cm 
(B) Image de la distribution spatiale de 
l’olanzapine après fragmentation MS/MS. 
Les organes sont entourés en rouge.  
(C) Image de la distribution spatiale du 
métabolite m/z 256 après fragmentation 
MS/MS. 
(D) Image de la distribution spatiale du 
métabolite m/z 272 après fragmentation 
MS/MS. 
 
fur kidney liver lung Spinal cord brain 
testis bladder spleen Thoracic 
cavity 
Thymus 
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Tableau A: Résumé de quelques études sur les drogues et médicaments réalisées par imagerie par spectrométrie de masse  
 
 
 
 
 
Analyte Famille Etude Tissue Instrument 
Mode de 
détection 
Réf. 
Astémizole Anthistaminique 
Qualitative 
 
Cerveau 
(rat) 
MALDI QqTOF 
MS 
MS/MS 
[17] 
Chlorisondamine Antinicotinique Qualitative 
Cerveau 
(rat) 
MALDI 
TOF/TOF 
MS 
MS/MS 
[18] 
Chloriquine Antipaludéen Qualitative Yeux (rat) MALDI QqTOF MS/MS [21] 
Cimétidine Anthistaminique Qualitative 
Poumon 
(rat) 
MALDI 
TOF/TOF 
MS [22] 
Cocaïne Drogue Qualitative 
Cerveau 
(rat) 
MALDI 
TOF/TOF 
MS 
MS/MS 
[18] 
  Quantitative    [19] 
  Quantitative 
Cerveau 
(humain) 
MALDI-LTQ 
MS2 
MS3 
[23] 
  Quantitative 
Noyau 
accumben 
(humain) 
MALDI-QTOF 
MALDI-LTQ XL 
MS/MS [23] 
Clozapine Neuroleptique Qualitative 
Cerveau 
(rat) 
MALDI QqTOF SRM [24] 
Erlotinib Anticancéreux 
Qualitative 
Quantitative 
Foie, rate, 
muscle 
(rat) 
MALDI QqTOF SRM [16] 
  
Qualitative 
Quantitaive 
Tumeur 
poumon 
(humain) 
MALDI LTQ 
Orbitrap 
MS 
MS/MS 
[25] 
Gerfitinib Anticancéreux 
Qualitative 
Quantitative 
Tumeur 
poumon 
(humain) 
MALDI LTQ 
Orbitrap 
MS 
MS/MS 
[25] 
Imipramine Antidépresseur Qualitative 
Poumon 
(rat) 
MALDI 
TOF/TOF 
MS [22] 
Ifosfamide et 
imatinib 
Anticancéreux Qualitative 
Rein 
(souris) 
MALDI LTQ 
Orbitrap 
MS [26] 
Olanzapine Neuroleptique Qualitative 
Corps 
entier 
(rat) 
MALDI QqTOF MRM  [15] 
  Quantitative 
Section 
entière 
corporelle 
MALDI TOF MS [27] 
  Quantitative Foie (rat) MALDI QqTOF MS/MS [27] 
SCH 226374 Anti-cancéreux Qualitative 
Cerveau 
(souris) 
MALDI QqTOF SRM [14] 
Tiotropium Anticholinergique Quantitative 
Poumon 
(rat) 
MALDI LTQ 
Orbitrap 
MS 
MS/MS 
[28] 
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Ces études ont relevé un point essentiel à l’analyse MALDI, la préparation. Elle représente 
une étape cruciale dans l’imagerie car elle permet d’optimiser la sensibilité et la résolution 
spatiale. Les étapes de la préparation pour ce projet sont décrites dans la figure D [29]. 
 
 
 
Figure D : Etapes de préparation pour l'imagerie par spectrométrie de masse afin d’optimiser la qualité de l’image.  
 
La préparation pour IMS débute par la récolte de l’échantillon qui provient le plus souvent 
d’autopsie animale ou humaine. L’échantillon doit être préservé le mieux possible afin 
d’éviter toute dégradation et de conserver son intégrité moléculaire et histologique. Pour 
ce faire, il est maintenu simplement congelé à -20°C au congélateur ou immergé dans 
l’azote liquide lentement à l’aide d’une feuille d’aluminium et conservé à -80°C pour 
pouvoir être préservé 1 année [30]. 
L’étape suivante consiste à découper l’échantillon dans un cryostat (figure E) afin d’obtenir 
des sections de tissus. Pour cela, l’échantillon est placé et fixé sur un support à l’aide d’une 
colle appelée optimal cutting temperature compound (OCT) qui durcit à basse 
température. Cependant, ce polymère peut être facilement ionisé lors de l’analyse MALDI et 
conduire à une contamination de l’échantillon et une suppression d’ions [30]. C’est 
pourquoi, il convient d’en mettre peu et de ne pas recouvrir l’échantillon. Selon le tissu, la 
découpe peut varier entre 3 et 20m et la température entre -12°C et -30°C (tableau B) 
[31].  
 
 
 
Type de tissue Température de découpe 
Cerveau -12°C 
Foie -14°C 
Ganglion lymphatique -14°C 
Rein -16°C 
Rate -16°C 
Muscle -20°C 
Tyroïde -20°C 
Peau -25°C 
Sein -25°C 
Sein avec graisse -30°C 
Tissue adipeux -30°C 
Tableau B : Températures recommandées pour la découpe de tissus 
congelés 
Figure E : Cryostat du laboratoire 
de toxicologie et chimie forensique 
du CURML. 
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Les sections de tissus sont ensuite montées sur une lame de microscope (75 x 25 x 1mm) à 
l’aide d’un pinceau et un doigt est placé sous la lame pour que les tissus se fixent dessus en 
fondant. Les froissures et déchirures sont à éviter. Le montage fini, la lame est placée sur 
une plaque MALDI pour imagerie.  
Il existe plusieurs traitements du tissu avant l’application de la matrice comme le lavage du 
tissu qui est utile à la détection et l’amélioration de l’analyse. Les tissus biologiques 
contiennent une grande variété d’espèces chimiques qui peuvent interférer avec la mesure, 
inhiber la cristallisation des analytes avec la matrice et diminuer la sensibilité. Le lavage est 
une forme d’extraction qui permet d’éliminer certaines molécules non désirées du tissu 
pour ne garder que les analytes d’intérêt dans le but d’augmenter leur intensité. Le 
protocole de lavage dépend donc des substances à analyser. Une étude a démontré que la 
détection de petites molécules peut augmenter en jouant sur le pH et la concentration d’un 
tampon d’acétate d’ammonium [22,32]. D’un autre côté, la procédure la plus connue pour 
la préservation de grandes molécules comme les protéines est le lavage à l’éthanol [29]. 
La dernière étape qui est l’essence même de l’analyse MALDI est l’application de la matrice. 
Elle joue un rôle important car elle sert à extraire et permettre la désorption et l’ionisation 
des biomolécules des tissus. Il existe une sélection de matrices connues et utilisées pour 
différentes applications (tableau C) [29][33]. Les 2 matrices les plus utilisées pour les 
drogues et médicaments sont le DHB et le CHCA. Pour optimiser la détection, il faut jouer 
sur des paramètres comme la concentration de la matrice, le solvant de dilution et son 
pourcentage car cela influence les propriétés d’extraction et de cristallisation [34]. En effet, 
la cristallisation agit sur la solubilité des analytes et sur leur désorption avec le laser. 
Cependant, la formation de cristaux dépend non seulement du solvant mais aussi du tissu 
et de son histologie.  
La déposition de la matrice peut être réalisée de diverses façons [29]. Afin d’obtenir une 
couche homogène de matrice, son application s’effectue généralement à l’aide d’un 
sprayeur automatique de type Suncollect (figure F) ou ImagePrep en jouant sur le nombre 
de couches et la vitesse de déposition. De cette manière, la matrice sprayée en fines 
gouttelettes, est déposée uniformément sur le tissu. Néanmoins, la matrice s’accumule 
mieux à certains endroits du tissu où les conditions de « mouillage » sont optimales [35]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Matrice Analytes détéctés 
Acide 2,5-dihydrobenzoïque (DHB) 
Drogues,  lipides, 
peptides, protéines  
Acide α-cyano-4-hydroxycinnamique 
(CHCA) 
Drogues,  lipides, 
peptides, protéines 
Acide sinnapique (SA) Protéines 
Acide 3-hydroxypicolinique (3-HPA) 
Peptides, 
oligonucléotides 
2,4-dinitrophénylhydrazine  
(2,4-DHPH) 
Peptides 
2,4,6-trihydroxyacetophénone 
(THAP) 
Drogues, lipides, 
oligonucléotides 
2,6-dihydroxyacetophénone (DHA) Lipides 
1,5-diaminonaphtalène (DAN) Lipides 
Figure F: Sprayeur automatique 
SunCollect utilisé pour le dopage et 
la déposition de la matrice.  
Tableau C : Différentes matrices utilisées pour la préparation en imagerie 
par spectrométrie de masse 
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Il est également possible de déposer la matrice en la spottant sur le tissu. Une équipe de 
recherche dans le domaine de l’imagerie a développé un microdoseur actionné par une 
puce électronique piézo afin d’appliquer automatiquement des gouttes de matrice 
régulièrement espacées sur le tissu et ainsi optimiser les conditions de « mouillage » en 
améliorant le signal sur bruit. Cette technique permet un bon rendement d’extraction mais 
est limitée en terme de résolution spatiale (150-200m) [35].  
En résumé, la préparation est un processus très important pour l’IMS car elle joue un rôle 
capital dans la détection, la sensibilité de l’analyse et la qualité des images ioniques 
générées. Une préparation inappropriée peut conduire à une mauvaise cristallisation, à une 
délocalisation ou une dégradation des analytes. 
Suite à la préparation, vient l’analyse sur l’instrument. Il existe de nombreux instruments 
pour l’analyse en imagerie par spectrométrie de masse. L’un d’entre eux est le MALDI LTQ 
Orbitrap qui apparaît comme une des dernières générations de spectromètres de masse à 
haute résolution. Le MALDI LTQ Orbitrap (figure G) [36] est un système hybride basé sur 
une trappe d’ions linéaire (LTQ) et l’Orbitrap. D’un côté, le LTQ permet une haute 
sensibilité, une gamme dynamique élevée allant de 100 à 4000m/z et la possibilité 
d’effectuer de la fragmentation MSn. D’un autre côté, l’Orbitrap amène la haute précision en 
masse et la haute résolution qui peut atteindre 100'000 à 400m/z. Ces paramètres sont 
d’une très grande importance lors de l’analyse de petites molécules comme les drogues et 
médicaments car le bruit de fond dû à la matrice est important lors de l’analyse MALDI. 
Le rôle de l'Unité de toxicologie et de chimie forensique est d'identifier et doser différentes 
substances telles que les médicaments et les drogues dans des échantillons biologiques tels 
que les urines ou le sang par exemple. L’utilisation de l’imagerie MALDI permet de 
développer des stratégies analytiques rapides qui servent à la recherche de substances 
dans des échantillons tissulaires grâce au « screening toxicologique » tout en préservant la 
distribution spatiale des molécules par rapport aux régions histologiques. 
Le développement d’une méthode de screening toxicologique, par acquisition en données 
dépendantes (DDA), permet la détection et l’identification d’un analyte recherché. Cette 
technique combine une analyse in situ de la totalité des molécules (full scan) et une 
fragmentation MS/MS des analytes importants selon des critères prédéfinis dans le but de 
rechercher des substances toxiques dont la présence n’est pas confirmée. Le criblage 
toxicologique implique le développement de diverses méthodes et l’utilisation de 
techniques variées. Actuellement, il existe déjà plusieurs méthodes de détection et 
identification. Par exemple, par HPLC-MS/MS, une équipe de chercheurs a réussi à détecter 
rapidement et efficacement 301 drogues dont des benzodiazépines, des opiacés, des 
antidépresseurs, des cannabinoïdes, des amphétamines…[37]. Une autre étude a pu 
identifier des lipides dans des sections cérébrales de souris par imagerie par spectrométrie 
de masse [38]. Cette dernière étude n’a jamais été appliquée à un screening toxicologique 
et les nombreuses recherches effectuées sont souvent d’ordre quantitatives. 
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Au cours de ce projet, il sera question dans un premier temps de développer et optimiser 
une méthode d’imagerie par spectrométrie de masse pour la détection d’une gamme 
représentative de drogues (tableau D) dans des tissus de foie de rat. L’analyse est très 
dépendante de la préparation, c’est pourquoi, des paramètres tels que le choix de la 
matrice, la proportion de solvant et le lavage du tissu vont être étudiés sur un foie de rat 
artificiellement dopé pour améliorer la détection. Ces paramètres seront utilisés par la 
suite dans le but d’acquérir des images de cas réels et de localiser diverses substances sur 
plusieurs types de tissus. 
Finalement, un screening toxicologique sera effectué in situ à l’aide d’acquisition en 
données dépendantes (DDA) par MS avec les paramètres optimaux. Il s’agira d’appliquer 
cette méthode à des cas réels de personnes ayant consommées dans le but de détecter 
rapidement à l’aide d’analyses combinées (full scan et MS/MS) les drogues présentes dans 
les tissus analysés. 
Un grand nombre d’études a été réalisé dans le domaine de la protéomique et lipidomique 
mais l’analyse de drogues et médicaments reste moins fréquente.  Par conséquent, le but de 
ce projet sera de développer une méthode d’imagerie pour effectuer un diagnostic 
toxicologique rapide et efficace pour le plus grand nombre de drogues dans des sections 
tissulaires.  
 
 
 
Tableau D : Quatorze drogues analysées 
Famille de 
drogues 
Drogue, formule brute 
Nom IUPAC 
Masse 
MS 
Structure chimique 
Cocaïne 
Cocaïne   C17H21NO4 
(1R,2R,3S,5S)-3-(Benzoyloxy)-8-méthyl-8-
azabicyclo[3.2.1]octane-2-carboxylate de méthyle 
304.1543 
 
Amphétamines Amphétamine  C9H13N 
1-phénylpropan-2-amine 
136.1121 
 
 MDMA   C11H15NO2 
1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-N-méthylpropan-2-amine 
194.1176 
 
Figure G : Schéma de l’instrument MALDI LTQ Orbitrap utilisé dans le cadre de ce projet.  
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Benzodiazépines 
Diazepam    C16H13ClN2O 
7-Chloro-1-methyl-5-phenyl-1,3-dihydro-2H-1,4-
benzodiazepin-2-one 
285.0789 
 
 
Midazolam   C18H13ClFN 
8-Chloro-6-(2-fluorophényl)-1-méthyl-4H-imidazo[1,5-
a][1,4]benzodiazépine 
326.0855 
 
Opiacés 
Morphine   C17H19NO3 
(5α,6α)-17-Méthyl-7,8-didéhydro-4,5-
époxymorphinane-3,6-diol 
286.1438 
 
 Méthadone   C21H27NO 
(RS)-6-(diméthylamino)-4,4-diphényl-3-heptanone 
310.2165 
 
 
Tramadol   C16H25NO2 
(1S,2S)-2-[(Diméthylamino)méthyl]-1-(3-
méthoxyphényl)cyclohexanol 
264.1958 
 
Neuroleptiques 
Olanzapine   C16H25NO2 
2-Méthyl-4-(4-méthyl-1-pipérazinyl)-10H-thiéno[2,3-
b][1,5]benzodiazépine 
313.1481 
 
 
Quetiapine   C21H25N3O2S 
2-{2-[4-(Dibenzo[b,f][1,4]thiazépin-11-yl)-1-
pipérazinyl]éthoxy}éthanol 
384.1740 
 
Anti-dépresseurs 
Amitryptiline   C20H23N 
3-(10,11-Dihydro-5H-dibenzo[a,d][7]annulén-5-
ylidène)-N,N-diméthyl-1-propanamine 
278.1903 
 
 
Citalopram   C20H21FN2O 
1-[3-(Diméthylamino)propyl]-1-(4-fluorophényl)-1,3-
dihydro-2-benzofurane-5-carbonitrile 
325.1711 
 
Fluoxetine   C17H18F3NO 
N-méthyl-3-phényl-3-[4-
(trifluorométhyl)phénoxy]propan-1-amine 
310.1413 
 
Cannabinoïdes 
 
THC   C21H30O2 
(6aR,10aR)-6,6,9-Triméthyl-3-pentyl-6a,7,8,10a-
tétrahydro-6H-benzo[c]chromén-1-ol 
315.2319 
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2. MATERIEL 
 
2.1 Echantillons 
 
L’échantillon de foie de rat utilisé pour la première partie du projet provient du laboratoire 
de toxicologie et chimie forensique de Genève. Les échantillons humains de foie et cortex 
cérébrale contaminés à la MDMA, à la quétiapine, à la trazodone, au midazolam et le 
cerveau dopé à la cocaïne employés pour l’imagerie et le screening toxicologique sont issus 
d’autopsies réalisées au cœur du centre universitaire romand de médecine légale (CURML) 
sous les n° d’autopsies 288/15, 160133-M, 160178-M et 308/15. 
2.2 Appareillages 
 
Les différents appareils employés tout au long de ce travail se trouvent dans le laboratoire 
de toxicologie et chimie forensique (UTCF) du centre universitaire romand de médecine 
légale de Lausanne et sont décrits ci-dessous. 
 
 Lames de microscope ThermoFisher Scientific SuperfrostTM Plus 75 x 25 x 1mm 
 Microcentrifugeuse (Techne Cambridge force 16, witec Ag) 
 Cryostat (Leica CM1860 UV) 
 Sprayer MALDI spotter Suncollect (SunChrom) 
 Spectromètre de masse MALDI LTQ XL (Thermo Scientific) 
 Logiciels: Thermo Tune Plus, ImageQuest, Xcalibur data system, MsiReader 
2.3 Produits 
 
Le méthanol, l’acétonitrile, l’eau et l’acide trifluoroacétique sont de qualité́ ULC-MS et 
proviennent de Biosolve (référence méthanol : 136841, acétonitrile : 1204101, eau : 
232141, acide trifluoroacétique : 202341). L’acide 2,5-dihydroxybenzoïque (DHB) et l’acide 
-cyano-4-hydroxycinnamique (CHCA), composants principaux de la matrice, sont de 
pureté ≥99.0% HPLC et sont obtenus auprès de la firme Sigma Aldrich (référence DHB : 
85707-1G-F) et Fluka Analytical (référence CHCA : 70990-1G-F). Les standards de drogues 
à 1mg/ml dissoutes dans du méthanol ont été commandés auprès de la firme Lipomed 
(référence amphétamine : AMP-95-HC-1LM, MDMA: MDM-94-HC-1LM, Cocaïne: COC-156-
FB-1LA, Diazepam: DIA-107-1LM, Midazolam: MID-111-FB-1LM, Citalopram: CTL-1065-
HB-1LM, Quetiapine: QUE-1200-FU-1LM, Olanzapine: OLZ-1064-FB-1LA, morphine: M-35-
FB-1LM, méthadone: MET-637-HC-1LM, tramadol: TRA-779-HC-1LM, 9-
tetrahydrocannabinol: THC-135-1LE) et Cerilliant (Fluoxetine: F-918, amitryptiline: A-
923). Les produits tels que l’acide acétique de pureté  99.8% (33209) et l’acétate 
d’ammonium de pureté  98% (32301-100G) ont été commandés auprès de Sigma-Aldrich.  
L’hydroxyde d’ammonium 25% est fourni par Fluka avec un n° de référence de 09861. 
Finalement, le milieu d’enrobage OCT a été acquis auprès de la société Leica Biosystems 
avec un numéro de référence de 14020108926. Un tableau résumant les produits utilisés 
se trouve à l’annexe 7.2. 
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3. METHODES 
 
Ce projet est divisé en trois parties qui sont l’étude des conditions de base pour la 
déposition de la matrice et la détection des drogues en imagerie par spectrométrie de 
masse, l’optimisation de la préparation pour obtenir le signal le plus intense pour un 
ensemble de molécules étudiées et le screening toxicologique sur des cas réels. 
 
3.1 Conditions de base 
 
Les conditions de base regroupent les conditions nécessaires à la détection des quatorze 
drogues étudiées sans optimisation. Les conditions exigées sont une déposition homogène 
de la solution de drogues pour obtenir une détection dans l’entier du tissu analysé et avoir 
ainsi un modèle expérimental. Une application homogène de la matrice est aussi nécessaire 
afin d’optimiser la limite de détection et la qualité des images ioniques obtenues. Afin de 
répondre à ces exigences, plusieurs expériences ont été réalisées en variant différents 
paramètres dans le but d’obtenir les conditions requises.  
Premièrement, les deux matrices CHCA 15mg/ml dans 50%ACN/50%H2O/0.1%TFA et 
DHB 30mg/ml dans 50%MeOH/50%H2O/0.1%TFA ont été préparées en pesant chaque 
matrice, en les diluant dans les solvants choisis, en les centrifugeant trois fois 10min à 
10’000tours/min et en récupérant le surnageant entre chaque centrifugation pour éviter 
par la suite une obstruction du capillaire du sprayeur.  Puis, elles ont été utilisées sur des 
tissus non dopés pour étudier à blanc le nombre de couches de matrice nécessaires à 
l’extraction. Pour cela, 10 et 15 couches de chaque matrice ont été sprayées à une vitesse 
de 10l/min pour la couche 1, 20 l/min pour la couche 2, 30l/min pour la couche 3 et 
40l/min pour les couches 4 et suivantes avec l’appareil SunCollect sur quatre tissus 
différents (figure H). Les tissus ont été préparés préalablement en découpant à l’aide du 
cryostat à -20°C des sections de 12m d’épaisseur de foie et en les déposant sur une lame à 
microscope. Les paramètres utilisés pour le sprayeur et la découpe ont été optimisés au 
cours d’une étude précédente réalisée dans l’unité de toxicologie et chimie forensique [39]. 
 
 
 
 
 
 
Figure H : Schéma des conditions testées pour la déposition de la matrice. Les conditions choisies sont colorées en rouge.  
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Après avoir obtenu les conditions minimales d’extraction pour chaque matrice, il a été 
question d’étudier la déposition homogène du mélange de drogues afin d’avoir un modèle 
expérimental nécessaire pour optimiser les protocoles. Les concentrations de 1g/ml et 
10g/ml dans 50% ACN / 50% H2O / 0.1% TFA ont été testées mais afin de se rapprocher 
d’une concentration réelle, la concentration de 1g/ml a été retenue. 
Ensuite, le spottage manuel avec une pipette de volume de 0.2l et 1l et le sprayage 
automatique avec SunCollect de la solution de drogue ont été expérimentés. Ces deux 
opérations ont été réalisées sur et sous le tissu [40] pour examiner la meilleure absorption 
du tissu en variant le volume déposé pour le spottage (0.2l et 1l) et en modifiant le 
nombre de couches déposées et la vitesse d’application en l/min pour le sprayage (figure 
I). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les lames ont été insérées dans la plaque MALDI et analysées sur un LTQ Orbitrap XL en 
mode positif, en FTMS (spectromètre de masse à transformée de Fourier) avec une 
résolution de 60'000, en effectuant une analyse full scan et avec une gamme de masse 
allant de 100 à 500 m/z. L’acquisition des données s’est faite en mode manuel pour la 
déposition de la matrice et en mode raster (balayage) sur 100 pixels avec une résolution de 
100m pour visualiser la déposition du mélange de drogue, avec une énergie de laser de 
5.0J et avec 4 coups de laser pour chaque point analysé. 
 
Figure I : Schéma des conditions testées pour l’application du mélange de 14 drogues sur le tissu. Les conditions choisies 
sont colorées en rouge. 
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3.2 Optimisation de la détection 
 
En imagerie par spectrométrie de masse, la préparation du tissu à analyser est une étape 
très importante qui va influencer les paramètres de détection comme la sensibilité et la 
résolution spatiale. C’est pourquoi, pour localiser une gamme représentative de drogues 
par IMS, il a été important de jouer sur différents éléments comme le choix de la matrice, la 
composition des solvants [34] et le lavage [22].  
Premièrement, les tissus ont été préparés de la même façon que pour le conditions initiales 
en découpant à l’aide du cryostat à -20°C des sections de 12μm d’épaisseur de foie et en les 
déposant sur une lame à microscope. Ensuite, les tissus ont été dopés avec 10 couches 
d’une solution de 1g/ml de 14 drogues dans 50% ACN / 50% H2O / 0.1% TFA à l’aide du 
sprayeur SunCollect à une vitesse de 100l/min et laissés séchés à température ambiante 
pendant 15minutes. Deux matrices ont été étudiées, la matrice CHCA et DHB, en déposant 
10 couches de CHCA à 15mg/ml et 15 couches de DHB à 30mg/ml à 10l/min pour la 
première couche, 20l/min pour la deuxième couche, 30l/min et 40l/min pour les 
couches suivantes. Après avoir choisi la matrice donnant les meilleures intensités, la 
composition des solvants a été examinée en testant 30%, 50% et 70% de solvant et 0%, 
0.1% et 0.3% de TFA pour chaque matrice (figure J). Les analyses ont été effectuées trois 
fois sur le même tissu pour la répétabilité et sur trois préparations différentes. 
La matrice ainsi que la composition des solvants choisis, l’effet des lavages a été étudié en 
effectuant des lavages entre le dopage du tissu et la déposition de la matrice avec des 
solutions tampons d’acétate d’ammonium 0.1M et 0.01M à pH 3 et 10 [22] et en laissant 
sécher à température ambiante 20minutes avant l’application de la matrice (figure K). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure J : Schéma des paramètres de préparation testés pour l’optimisation de la détection des 14 drogues analysés. Les 
conditions choisies sont colorées en rouge. 
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Figure K : Schéma des lavages effectués avec les tampons d’acétate d’ammonium pour améliorer la détection. La 
condition choisie est colorée en rouge. 
 
 
L’acquisition des données sur le MALDI LTQ Orbitrap a été effectuée comme 
précédemment mais en mode raster (balayage du tissu) pour obtenir une image de 100 
pixels avec une résolution de 100m et extraire, grâce au logiciel MSiReader, un fichier de 
données contenant toutes les intensités pour les quatorze masses de molécules choisies et 
pour chaque coordonnée de l’image. 
 
3.3 Imagerie de cas réels 
 
En utilisant les paramètres optimaux, il a été possible d’acquérir des images entières 
tissulaires pour quatre cas réels L’acquisition d’une image entière de tissu s’effectue de la 
même manière que pour l’acquisition de 100 pixels lors de l’optimisation des facteurs de 
préparation (voir point 3.2). Les paramètres d’analyses ne changent pas (mode positif avec 
une résolution de 60'000, en full scan, avec une gamme de masse allant de 100 à 500 m/z, 
une énergie de laser de 5.0μJ et avec 4 coups de laser pour chaque point analysé en raster 
avec une résolution de 100m). Les conditions testées pour le recouvrement du tissu sont 
la matrice DHB 30mg/ml à 50%MeOH / 50% H2O/ 0.1% TFA sans et avec lavage tampon, 
60% MeOH / 40% H2O / 0.1% TFA sans lavage et 70% MeOH / 30% H2O / 0.1% TFA sans 
lavage.  
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3.4 Screening toxicologique 
 
Le screening toxicologique effectué lors de ce projet est basé sur une étude réalisée par 
imagerie par spectrométrie de masse sur les lipides [38]. Une méthode de détection et 
identification pour les 14 drogues analysés a été créé. Ce protocole a été appliqué d’abord 
sur le tissu de foie de rat dopé artificiellement avec la solution de 14 drogues de 1g/ml 
avec les conditions optimisées au point 3.1 et 3.2 et ensuite a été essayé sur les quatre cas 
réels avec la matrice DHB 30mg/ml dans 70% MeOH / 30% H2O / 0.1% TFA. Pour ce faire, 
une procédure pour l’acquisition en données dépendantes a été créé sur le logiciel Thermo 
Xcalibur en entrant deux «Scan Events » : un full scan suivi d’une fragmentation MS. Les 
paramètres entrés pour le « Scan Event 1 » sont l’utilisation de l’analyseur FTMS, une 
résolution de 60'000, en mode full scan et positif avec des masses allant de 100 à 500m/z. 
Les paramètres pour le « Scan Event 2 » sont l’utilisation de l’analyseur FTMS avec une 
résolution de 15'000 et l’activation des paramètres d’acquisition en données dépendantes 
en utilisant une collision HCD (Higher-energy Collision Dissociation) avec une énergie de 
45.0 kJ/mol et une charge unique de 1. Les masses recherchées sont introduites dans la 
méthode pour pouvoir être fragmentées si elles sont trouvées sur le tissu et sont stockées 
dans une liste d’exclusion après 3 fragmentations pendant 300 secondes avant d’être 
refragmentées. L’acquisition est effectuée en mode « spiral raster » (balayage en forme de 
spiral) avec une résolution de 100m entre chaque pixel (raster step), une première 
acquisition en full scan et une seconde pour la fragmentation à 25m dans le même pixel 
(spiral step). Le balayage en forme de spiral et effectué lors du screening toxicologique est 
montré à la figure L. Les spectres de fragmentation sont extraits sur Xcalibur à l’aide de 
Qual Browser.  
 
  
Figure L: Illustration du mouvement en spiral effectué pour l’acquisition en données dépendantes lors du 
screening toxicologique. Les numéros indiquent l’ordre des acquisitions réalisées, un full scan suivi d’une 
fragmentation MS2 selon le nombre de pixels à scanner. 
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4. RESULTATS ET DISCUSSION 
 
4.1 Conditions de base 
 
Lors de la première partie de ce projet, il a été question de trouver les conditions de bases 
nécessaires à la détection de 14 drogues sprayées de référence sur un tissu de foie de rat en 
regroupant deux critères importants, un spectre de masse sans bruit de fond et une 
déposition homogène de la solution contenant les 14 drogues sur l’entier du tissu.  Suite à 
différentes expériences, les conditions suivantes ont été retenues pour la déposition de la 
matrice : 10 couches de 15mg/ml de CHCA et 15 couches de 30mg/ml de DHB. En effet, 
cette dernière condition a montré un spectre présentant un meilleur rapport S/N (figure M 
et N). De plus, ceci est en accord avec l’image optique démontrant une meilleure 
cristallisation (figure O). 
 
  
Figure M: Spectre de masse obtenu pour un tissu de foie de rat recouvert par 10 couches de DHB 30mg/ml. Le spectre 
montre une mauvaise déposition de la matrice avec la présence uniquement d’un bruit de fond électronique. 
Figure N : Spectre de masse obtenu pour un tissu de foie de rat recouvert par 15 couches de DHB 30mg/ml. Le spectre 
montre une bonne déposition de la matrice car on constate un courant total ionique (TIC) mesuré élevé et de nombreux 
pics caractéristiques. 
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La matrice aide à effectuer l’ionisation des analytes. Après avoir été excitée par les photons 
d’un laser à une longueur d’onde donnée, elle transmet son énergie aux molécules qui vont 
s’ioniser en phase gazeuse. Le signal obtenu dépend de plusieurs facteurs tels que le 
nombre de couches déposées. Le nombre de couches déposées influence la cristallisation 
(figure O). Une bonne cristallisation permettra une meilleure extraction et un meilleur 
signal sur bruit. C’est pourquoi, le nombre de couches est à étudier [11]. 
 
 
 
 
En ce qui concerne l’application de la solution de 14 drogues, plusieurs tests ont été 
effectués dans le but de recouvrir le tissu de façon homogène. Le concept d’homogénéité 
est important dans ce contexte car le but de cette première partie est de développer un 
modèle de tissu s’apparentant à un cas réel. La condition trouvée pour déposer de manière 
homogène les drogues est de sprayer 10 couches d’une solution de 1g/ml de 14 
drogues à une vitesse de 100l/min pour toutes les couches. Si l’application de cette 
solution se fait dans les normes, il doit apparaître une couverture homogène sur le tissu 
qu’on laissera sécher à température ambiante une quinzaine de minutes. « Homogène » 
signifie que les drogues sont réparties et détectées partout sur le tissu. L’exemple d’une 
bonne et mauvaise déposition de la cocaïne est montré à la figure P et Q. 
 
 
 
 
 
Figure O : Image de la cristallisation pour 10 couches (à gauche) et 15 couches (à droite) de DHB 30mg/ml 50% 
MeOH / 50% H2O/ 0.1% TFA. On observe une meilleure cristallisation à 15 couches qui va permettre 
l’obtention d’un spectre MS sans bruit de fond.  
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Figure P : Image obtenue pour la cocaïne avec un sprayage de 10 couches sur le tissu à 50l/min pour chaque 
couche. L’intensité du signal est montrée à travers une échelle de couleur, jaune étant un signal intense et 
bleu un signal peu ou pas intense. Cette déposition n’est pas homogène car dans la zone jaune on obtient une 
intensité de 1.4x105 et dans la zone bleue, le signal disparaît. L’échelle de l’image est en [cm]. 
Figure Q : Image obtenue pour la cocaïne avec un sprayage de 10 couches sur le tissu à 100l/min pour chaque 
couche. L’intensité du signal est montrée à travers une échelle de couleur, jaune étant un signal intense et bleu 
un signal peu ou pas intense. Cette déposition est homogène car l’entier du tissu est recouvert de solution de 
drogues d’intensité 1.4x105. L’échelle de l’image est en [cm]. 
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Le dopage du tissu dépend essentiellement de l’histologie du tissu c’est-à-dire de la variété, 
la structure et la composition cellulaire de ce dernier. Le foie de rat a été choisi pour son 
homogénéité mais il peut tout de même contenir des zones qui varient par leur 
composition moléculaire et donc modifier l’imprégnation des drogues. Cette imprégnation 
dépend également des propriétés physico-chimiques des drogues (le THC est une molécule 
très apolaire, l’amphétamine est une substance volatile…). La solution de drogues de 
1g/ml a été préparée dans 50%ACN / 50% H2O / 0.1% TFA et peut être mieux absorbée 
dans certaines régions du tissu en fonction de sa polarité et où les conditions de 
« mouillage » sont optimales.  
Le dopage du tissu dépend également du sprayage. Le sprayage sur le tissu a fonctionné en 
variant la vitesse et la puissance de sprayage. En sprayant une grande quantité sur le tissu 
(formation d’une couverture homogène), le tissu est largement recouvert de mélange pour 
pouvoir l’absorber gentiment. Le sprayage sous le tissu n’imprègne peut être pas le tissu du 
fait de son épaisseur (12m) qui peut rendre difficile l’extraction. Une solution serait de 
couper des sections plus fines mais la manipulation du tissu est plus difficile à des 
épaisseurs plus petites. Une autre alternative serait de décongeler le tissu, de 
l’homogénéiser dans la solution de drogues et de le recongeler pour ensuite le découper. 
Cependant, il est possible de perdre l’histologie du tissu.  
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4.2 Optimisation de la détection 
 
Les nombreuses expériences ont été effectuées sur 3 préparations différentes (3 sections 
de tissu) pour chaque condition et l’acquisition de 100 pixels a été répétée 3 fois sur 3 
régions différentes du même tissu. Au total une acquisition de 900 pixels a été effectuée 
pour évaluer ainsi la répétabilité. La matrice choisie qui a donné de meilleures intensités 
pour le plus grand nombre de drogues est la matrice DHB 30mg/ml à 50% MeOH / 50% 
H2O / 0.1% TFA. Les résultats figurent dans les tableaux E et F et dans les figures R. 
L’ensemble des données se trouve à l’annexe 7.3.  
 
  
 
 
 
 
  
%ACN Amphétamine MDMA Cocaïne Diazepam Midazolam Fluoxetine Citalopram Quetiapine Olanzapine Morphine Méthadone Tramadol Amitryptiline THC
30 32127 38769 60503 71007 44464 38913 41284 46289 97190 46433 39800 43974 40371 5058
50 39494 123269 535219 706746 868982 45013 734298 222827 1786914 415262 623551 221969 845069 18239
70 38316 46343 205586 249968 118454 40813 51889 87296 549218 45328 55984 50512 63178 4134
Intensités	
Tableau E : Intensités répétables obtenues pour les 14 drogues avec la matrice CHCA 15mg/ml diluée dans différents pourcentages 
d’acétonitrile. 
 
Tableau F : Intensités répétables obtenues pour les 14 drogues avec la matrice DHB 30mg/ml diluée dans différents pourcentages 
de méthanol. 
 
%ACN Amphétamine MDMA Cocaïne Diazepam Midazolam Fluoxetine Citalopram Quetiapine Olanzapine Morphine Méthadone Tramadol Amitryptiline THC
30 57758 94638 1070404 250373 227940 214242 650032 923644 812431 51510 1205099 202461 2095339 43340
50 64001 308823 11307776 1756807 1278876 139065 3077314 10634087 6234342 330075 5116150 1122530 6881991 41107
70 78453 357585 6088930 736492 859350 98036 1373271 3250269 6178838 324178 2961302 1233891 1904654 42970
Intensités
Figures R : Effets du pourcentage de méthanol dans la matrice DHB 15mg/ml sur l’intensité du signal pour les 14 drogues  
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Premièrement, il est facile de constater que le DHB présente globalement pour toutes les 
drogues de meilleures intensités que le CHCA (tableau E et F). Pour recouvrir un maximun 
de drogues à détecter, le pourcentage de 50% MeOH a été retenu. Même si l’erreur de 
mesure est plus grande, celui-ci présente de meilleures intensités en général pour la 
plupart des drogues (figures R). Cette condition reste un bon compromis pour extraire les 
molécules polaires et apolaires.  
Le choix de la matrice est basé tout d’abord sur la longueur d’onde du laser qui est de 
337nm (laser à azote N2). Elle est également choisie selon le type de molécules à analyser 
(introduction tableau C). Cependant, il n’existe pas de théorie exacte quant au choix de la 
matrice qui s’appuie généralement sur des observations empiriques. Néanmoins, pour 
remplir le rôle de matrice, il faut qu’elle présente une absorbance à la longueur d’onde du 
laser utilisé, qu’elle soit de masse faible pour pouvoir être sublimer, qu’elle soit stable sous 
vide, qu’elle soit soluble dans les solvants utilisés compatibles avec l’analyte, qu’elle soit 
capable d’ioniser l’analyte et qu’elle n’ait aucune réactivité chimique [11]. Pour les drogues, 
on peut donc constater que le DHB extrait mieux que le CHCA. Dans la littérature, un 
groupe de recherche a démontré en comparant les spectres de masse que la matrice DHB 
montrait de meilleurs signaux que la matrice CHCA pour les peptides [41]. Une autre étude 
sur les protéines a montré que le CHCA donnait de meilleurs signaux que le DHB [34]. On 
comprend donc que le CHCA est meilleur pour des molécules de masse plus grande et le 
DHB pour des molécules de petite masse. Les concentrations des matrices sont les 
concentrations de saturation car selon la littérature, la saturation permet l’obtention de 
meilleurs signaux car la cristallisation est meilleure [34].  
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Il est possible d’observer également que certaines molécules sont mieux extraites que 
d’autres et sont donc plus sensibles, c’est le cas notamment de la cocaïne, le diazepam, le 
midazolam, de l’amitryptiline ou de la méthadone. D’autres substances comme le THC ou 
l’amphétamine donnent des signaux plus faibles en intensité. On peut expliquer cela par la 
polarité ou par les propriétés physiques. Le THC est une molécule très apolaire qui 
présente un logP de 7.29 et est donc plus difficile à extraire d’un mélange comportant un 
pourcentage aqueux important. Le THC est, de plus, souvent détecté en mode négatif  [42] 
contrairement aux analyses effectuées qui ont été réalisées en mode positif. 
L’amphétamine quant à elle est une molécule plus polaire que le THC avec un logP de 1.85 
cependant c’est une substance volatile, il se peut donc que lors de la déposition sur le tissu 
une partie de celle-ci se soit évaporée. Les logP des molécules ont été trouvés sur la 
DrugBank  [43] et sont montrés dans le tableau G. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En ce qui concerne l’effet de la composition du solvant, il est possible d’observer, de 
manière générale pour la plupart des drogues, qu’à 50% de méthanol les intensités des 
signaux sont plus grandes mais que l’erreur l’est aussi (graphes en forme de cloche). A 
30%, il y a plus de phase aqueuse ce qui conduit à une moins bonne cristallisation et donc 
une moins bonne extraction. A 70%, on obtient une meilleure cristallisation mais un moins 
bon rendement d’extraction qu’à 50%. Pour englober le plus grand nombre de drogues, se 
distinguant par leur polarité et propriétés physiques, et obtenir un signal intense, on 
restera sur une composition de 50% MeOH.  
 
 
Analyte LogP 
Morphine 0.90 
MDMA 1.65 
Amphétamine 1.85 
Cocaïne 1.97 
Diazepam 2.63 
Tramadol 2.71 
Quetiapine 2.93 
Citalopram 3.58 
Olanzapine 3.61 
Midazolam 3.89 
Fluoxetine 4.09 
Méthadone 4.14 
Amitryptiline 5.10 
THC 7.29 
Tableau G : LogP des 14 drogues analysées. Plus le logP est élevé 
plus la molécule est apolaire. 
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Ensuite, l’effet de l’acide trifluoroacétique (TFA) a été étudié en analysant 0%, 0.1% et 
0.3% de TFA (Annexe 7.3 figures 2). Le TFA, va générer l’ionisation des molécules en 
protonant les analytes. Dans l’étude de Richard M.Caprioli et son équipe, on opte pour une 
concentration entre 0.3 et 1% de TFA pour l’ionisation de protéines [34]. Dans le cas des 
drogues, l’effet du TFA n’est pas aussi significatif que le pourcentage du solvant mais tend à 
montrer qu’avec 0.1% de TFA on obtient de plus grandes intensités. Globalement, en 
augmentant le pourcentage de TFA, le signal diminue ce qui peut être dû à l’effet de 
suppression d’ions causé par une ionisation d’un grand nombre de molécules. On restera 
donc sur un pourcentage de 0.1% de TFA.  
Pour conclure l’optimisation de la détection des drogues dans des sections tissulaires, des 
lavages avec des solutions tampons d’acétate d’ammonium 0.1M et 0.01M à pH 3 et 10 ont 
été expérimentés (Annexe 7.3 résumé tableau 58).  La solution d’acétate d’ammonium 
0.01M à pH 10 a présenté de manière générale les meilleurs résultats en améliorant la 
sensibilité de toutes les drogues.  Le lavage présente l’avantage de « nettoyer le tissu » des 
substances non-désirées (ici les sels endogènes) afin d’améliorer la détection des 
molécules recherchées.  Une étude menée par A. Thomas a démontré que le lavage avec une 
solution organique et tamponnée peut améliorer considérablement la cristallisation et 
l’extraction pour la détection de protéines dans un rein et dans une section entière 
corporelle de fœtus de souris [44]. Un autre article montre l’utilisation de la solution 
d’acétate d’ammonium à différentes concentrations et pH pour la détection de deux 
composés pharmaceutiques, la cimétidine et l’imipramine [22]. Le pH et la concentration 
vont jouer sur la solubilité des molécules. Ainsi des molécules ayant des groupements 
basiques vont être neutralisées à pH élevé et les substances ayant des groupements acides 
seront neutralisées à pH acide. Une base par exemple sera plus facilement extraite en 
utilisant une solution acide car il y aura formation d’un ammonium qui sera soluble dans 
l’eau et vice versa. Il y aura donc une amélioration de la détection au pH où les molécules 
seront moins solubles car elles resteront sur le tissu et ne seront pas extraites avec le 
lavage aqueux. Etant donné que la plupart des drogues analysées contient plusieurs 
groupes azotés, elles seront moins solubles à pH élevé donc à pH 10. En effet, les résultats 
montrent une meilleure détection à pH 10 pour une majorité des drogues. La concentration 
va également influencer la solubilité des molécules selon leur polarité. Une molécule 
lipophile sera moins soluble dans une solution plus diluée car la composition en H2O sera 
plus importante. De même, une molécule hydrophile sera moins soluble dans une solution 
plus concentrée. Ainsi une molécule comme le THC qui est très hydrophobe et quasiment 
pas détectée à 0.1M montre une amélioration de la sensibilité lors du lavage à 0.01M. 
Lorsque le logP est élevé, on entend que la molécule est plus soluble dans un solvant que 
dans l’eau. Ainsi, en analysant le tableau G on constate que les molécules possèdent toutes 
des logP positifs qui indiqueraient une plus faible solubilité à 0.01M donc une meilleure 
détection ce qui est le cas. Cependant, un lavage peut également provoquer une 
délocalisation des molécules. Il serait intéressant d’étudier le lavage appliqué à chaque 
analyte séparément et d’évaluer l’effet du lavage sur la délocalisation des molécules car 
leurs propriétés physico-chimiques sont différentes et elles réagissent de ce fait 
différemment aux conditions d’extraction acido-basique.  
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4.3 Imagerie de cas réels 
 
Ayant optimiser la détection sur un échantillon artificiellement dopé, il a été intéressant de 
l’appliquer à des cas réels humains. De ce fait, les premières images ont d’abord été testées 
sur des sections de tissu de cerveau contenant de la cocaïne (figures S) et de foie contenant 
de la MDMA (Figures T). Puis, la meilleure condition a été expérimentée sur deux nouveaux 
cas de cerveau et de foie d’une personne ayant consommé de la quétiapine et de la 
trazodone (Figures U) et d’une autre ayant pris du midazolam (Annexe 7.4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figures S : Images obtenues par imagerie par spectrométrie de masse pour le cas d’un cerveau contaminé à la cocaïne 
avec (A) la matrice DHB 30mg/ml 50% MeOH / 50% H2O / 0.1% TFA sans lavage tampon, (B) la matrice DHB 30mg/ml 
50% MeOH / 50% H2O / 0.1% TFA avec lavage tampon d’acétate d’ammonium à 0.01M et pH 10, (C) la matrice DHB 
30mg/ml 60% MeOH / 40% H2O / 0.1% TFA sans lavage tampon et (D) la matrice DHB 30mg/ml 70% MeOH / 30% H2O 
/ 0.1% TFA sans lavage tampon. Dans le cas de délocalisation, la délimitation du tissu est en blanc. L’échelle des images 
est en [cm]. L’intensité du signal est montrée à travers des échelles de couleur. 
A B 
D C 
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Comme l’ont montrées les figures R, lors de l’optimisation, les images à 50% présentent de 
plus hautes intensités qu’à 70% pour la cocaïne et elles sont de même ordre de grandeur 
pour la MDMA. Cependant, on constate que la condition à 50% de MeOH provoque une 
délocalisation totale des molécules dans les deux cas. Comme prouvé précédemment, le 
lavage augmente l’intensité des signaux mais il serait intéressant d’essayer le lavage dans 
des conditions plus optimales ou il n’y aurait pas de délocalisation pour confirmer que le 
lavage n’y contribue pas également.  La détection de la cocaïne à 70% est parfaite car elle 
ne montre aucune délocalisation mais les intensités sont plus faibles. La matrice DHB 
30mg/ml dans 70% MeOH / 30% H2O / 0.1% TFA a également permis de détecter la 
quétiapine, un antidépresseur n’ayant pas été optimisé, la trazodone (figures U) et le 
midazolam (Annexe 7.4). D’après ces expériences, on comprend que les conditions de 
préparation dépendent grandement des molécules et des tissus analysés mais 70% de 
méthanol semble être un bon compromis pour la localisation d’un grand nombre de 
Figures T : Images obtenues par imagerie par spectrométrie de masse pour le cas d’un foie contaminé à la MDMA avec 
(E) la matrice DHB 30mg/ml 50% MeOH / 50% H2O / 0.1% TFA sans lavage tampon, (F) la matrice DHB 30mg/ml 50% 
MeOH / 50% H2O / 0.1% TFA avec lavage tampon d’acétate d’ammonium à 0.01M et pH 10, (G) la matrice DHB 
30mg/ml 60% MeOH / 40% H2O / 0.1% TFA sans lavage tampon et (H) la matrice DHB 30mg/ml 70% MeOH / 30% 
H2O / 0.1% TFA sans lavage tampon. Dans le cas de délocalisation, la délimitation du tissu est en blanc. L’échelle des 
images est en [cm]. L’intensité du signal est montrée à travers des échelles de couleur. 
E F 
G 
E 
H 
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drogues par imagerie car la cristallisation est bonne ce qui permet un bon rendement 
d’extraction.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La cocaïne dans le cerveau ayant été détectée avec succès à 70% MeOH / 30% H2O / 0.1% 
TFA, il a été intéressant d’un point de vue toxicologique d’observer également la 
localisation des métabolites de la cocaïne (figure V).  La cocaïne est métabolisée 
rapidement par hydrolyse enzymatique et non enzymatique en deux métabolites 
majoritaires, la benzoylecgonine (BZE) et l’ecgonine méthyle ester (ME) mais également en 
d’autres métabolites comme la norcocaïne et le cocaéthylène (si présence d’alcool) qui sont 
en plus petite quantité. L’analyse de la cocaïne et ses métabolites est utile pour le dépistage 
de la consommation ou d’un point de vue toxicologique pour évaluer l’implication de cette 
drogue dans le décès d’un individu en médecine légale [45]. Les métabolites permettent de 
faciliter l’élimination d’un médicament ou d’une drogue en augmentant leur polarité. On 
retrouve ces métabolites notamment dans le sang, la salive et les urines [46]. On comprend, 
à travers cette expérience, la puissance d’un outil tel que l’imagerie par spectrométrie de 
masse pour la détection simultanée de plusieurs molécules. En une seule analyse, on peut 
ainsi acquérir un grand nombre de données pour localiser la cocaïne et ses métabolites 
dans un tissu cérébral. Il est difficile à première vue de différencier les isomères de 
constitution qui possèdent la même formule brute donc la même masse mais se 
différencient par leur enchaînement d’atomes, c’est le cas de la benzoylecgonine et de la 
norcocaïne qui possèdent la même masse mais sont des isomères de fonction. Néanmoins, 
on peut remédier à cela en effectuant une fragmentation MSn qui va permettre la 
différenciation des molécules.  On observe que les métabolites de la cocaïne se localisent en 
général aux mêmes endroits que la cocaïne mais on constate également qu’il n’y a pas de 
cocaéthylène dû à l’absence de consommation d’alcool. 
Figures U : Images obtenues par imagerie par spectrométrie de masse pour un foie (haut) et un cerveau (bas) d’un même 
cas contaminé à la trazodone (gauche) et à la quétiapine (droite) avec la matrice DHB 30mg/ml 70% MeOH / 30% H2O / 
0.1% TFA sans lavage tampon. L’échelle des images est en [cm]. L’intensité du signal est montrée à travers des échelles 
de couleur. 
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Figure V : Localisation de la cocaïne et ses métabolites dans un tissu cérébrale contaminé à la cocaïne. L’échelle des images est en [cm]. 
La benzoylecgonine et la norcocaïne possèdent la même masse et génèrent de ce fait la même image. Elles peuvent être différenciées 
grâce à la fragmentation MS/MS. 
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4.4 Screening toxicologique 
 
La méthode crée pour le screening toxicologique a permis de détecter 9 drogues sur le tissu 
dopé par la solution de 14 drogues de 1g/ml dont la cocaïne, le diazepam, le midazolam, le 
citalopram, la quétiapine, l’olanzapine, la morphine, l’amitriptyline et la méthadone. 
L’amphétamine, la MDMA, le THC, la fluoxetine ainsi que le tramadol n’ont pas été détectés. 
Le résultat de l’olanzapine sur le tissu de foie de rat dopé est montré à la figure W et est 
comparé avec un spectre de référence obtenu à partir de Mzcloud [47]. Le reste des 
résultats se trouvent à l’annexe 7.5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure W : Spectre de fragmentation MS2  de l’olanzapine sur le foie de rat dopé obtenu par le screening 
toxicologique à 45 kJ/mol (en haut) et comparé au spectre de référence (en bas) effectué avec une énergie de 
50.00 kJ/ml. 
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Concernant les cas réels humains, le screening toxicologique a fonctionné seulement pour 
la détection de cocaïne dans le cerveau (figure X) des cas investigués et nécessite des 
recherches plus approfondies.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L’acquisition de pics d’intérêt en MS/MS dépend de la sensibilité et de la concentration de 
la drogue dans le tissu. Ainsi, elle ne permet pas la détection de la MDMA dans le cas réel ni 
dans le tissu dopé car les intensités sont faibles (5 x 104) contrairement à la cocaïne dont 
les intensités sont de l’ordre de 1 x 107. Ainsi, la limite de sensibilité n’est pas atteinte pour 
déclencher l’acquisition en données dépendantes. De plus, la MDMA étant une molécule 
très polaire, elle va être facilement délocalisée et il sera plus difficile de la trouver sur le 
tissu à une condition de 70%. Il est important de souligner que les tissus analysés sont des 
cas post-mortem ce qui expliquerait que la qualité du tissu étant altérée, l’efficacité de la 
Figure X : Spectre de fragmentation MS2  de la cocaïne obtenu par le screening toxicologique à 45 kJ/mol 
sur un cerveau d’un cas réel (en haut) et comparé au spectre de référence (en bas) effectué avec une 
énergie de 45 kJ/mol. 
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préparation peut être modifiée [48]. Pour améliorer la méthode de screening toxicologique, 
il est possible d’augmenter ou de diminuer l’énergie de fragmentation pour obtenir plus ou 
moins de fragments caractéristiques pour l’identification. Il serait intéressant aussi 
d’effectuer un lavage du tissu qui va permettre l’augmentation de la sensibilité et ainsi la 
détection des molécules. En résumé, comme étudier lors ce projet, la préparation reste un 
élément important pour l’imagerie mais joue également un rôle primordial pour le 
screening toxicologique car elle va influencer la sensibilité qui va permettre l’identification 
d’un analyte. 
5. CONCLUSION 
 
L’imagerie par spectrométrie de masse MALDI est une méthode de choix pour la détection 
simultanée de plusieurs molécules dans diverses sections tissulaires offrant ainsi une 
grande spécificité. Elle permet la détection des grandes molécules telles que les protéines 
ainsi que récemment de plus petites substances comme les drogues et médicaments grâce à 
la haute résolution. Contrairement à d’autres méthodes d’imagerie existantes, elle est dotée 
d’une préparation simple et efficace. En effet, la préparation de l’échantillon est le point clef 
en imagerie MALDI, elle est constituée de trois étapes (1. Manipulation de l’échantillon 
(approvisionnement, congélation et découpe de section) 2.  Traitement du tissu (lavage) et 
3. Application de la matrice) et va jouer un rôle important dans la détection en influençant 
la sensibilité et la résolution spatiale de l’analyse.  Pour optimiser la détection de petites 
molécules, on peut donc jouer sur différents paramètres tels que le choix de la matrice, le 
pourcentage de solvant de dilution, le pourcentage de TFA ainsi que sur les lavages 
d’extraction acido-basique avec un tampon d’acétate d’ammonium.  
Cependant, pour optimiser dans le but de visualiser la distribution de molécules sur un 
tissu, il est important si possible de travailler directement sur des cas réels et d’acquérir 
des images entières de sections tissulaires car elles montrent directement une possible 
délocalisation des analytes. Les paramètres de préparation varient en fonction des drogues 
et des tissus. Les propriétés physico-chimiques de la molécule, la variété des tissus, leur 
composition cellulaire et leurs histologies sont des facteurs qui vont jouer sur l’absorption 
des analytes et changer ainsi le protocole de préparation.  
Afin d’identifier une molécule in situ sur un tissu dans le cas d’un screening toxicologique à 
l’aide d’acquisitions en données dépendantes (full scan suivi d’une fragmentation des 
molécules d’intérêts), il peut s’avérer intéressant d’optimiser la préparation au préalable 
sur un tissu artificiellement dopé et d’utiliser les conditions optimales, qui donnent les 
meilleures intensités et la meilleure sensibilité, sur des cas réels. Le screening 
toxicologique reste une stratégie analytique connue et très utilisée dans le domaine 
forensique dans le but d’identifier rapidement des molécules toxiques pouvant avoir joué 
un rôle dans le décès d’une personne ou ayant influencé son comportement.  
Par conséquent, le développement et l’optimisation d’une méthode sur l’IMS MALDI pour la 
détection et l’identification de plusieurs drogues et médicaments permettrait d’effectuer 
des analyses toxicologiques plus rapides que les méthodes existantes (ex : HPLC-MS/MS).  
Finalement, l’imagerie par spectrométrie de masse MALDI est reconnue pour être une 
technique qualitative innovante pour la détection spatiale et l’observation de molécules sur 
des sections tissulaires. Cependant, ces dernières années, de nombreuses études ont été 
développées pour non seulement détecter mais également pour doser des analytes sur des 
tissus. En perspective, il serait donc intéressant après avoir optimisée la détection dans un 
cas réel, de quantifier les molécules présentes.  
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7. ANNEXES 
 
 
7.1 Appareillage MALDI LTQ ORBITRAP 
 
 
Figure 1 : spectromètre de masse LTQ Orbitrap XL pour l’imagerie MALDI qui se trouve dans le laboratoire de 
l’unité de toxicologie et chimie forensique. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
37 
 
Tableau 1 : produits utilisés et sécurité 
7.2 Produits et sécurité 
 
 
Produits Utilisation Toxicité Fournisseur Référence 
Acide 2,5-
dihydroxybenzoique 
(≥99.0% HPLC) 
matrice 
 
Sigma-Aldrich 85707-1G-F 
Acide -cyano-4-
hydroxycinnamique 
(≥99.0% HPLC) 
matrice 
 
Fluka Analytical 70990-1G-F 
Méthanol absolut 
(ULC/MS-CC/SFC) 
Matrice, drogues 
 
Biosolve 136841 
Acétonitrile 
(ULC/MS-CC/SFC) 
Matrice, drogues 
 
Biosolve 1204101 
Eau 
(ULC/MS-CC/SFC) 
Matrice, drogues  Biosolve 232141 
Acide trifluoroacétique Matrice 
 
Biosolve 202341 
Hydroxyde d’ammonium 
25% 
Tampon lavage 
 
Fluka Analytical 09861 
Acide acétique (≥99.8% 
HPLC) 
Tampon lavage 
 
Sigma-Aldrich 33209 
Acétate d’ammonium 
(≥98%)  
Tampon lavage 
 
Sigma-Aldrich 32301-100G 
OCT tissue freezing 
medium 
découpe  Leica Biosystems 14020108926 
Amphétamine  standard  Lipomed AMP-95-HC-1LM 
MDMA  standard  Lipomed MDM-94-HC-1LM 
Citalopram  standard  Lipomed CTL-1065-HB-1LM 
Quetiapine  standard  Lipomed QUE-1200-FU-1LM 
Midazolam  standard  Lipomed MID-111-FB-1LM 
Cocaïne  standard  Lipomed COC-156-FB-1LA 
Diazepam  standard  Lipomed DIA-107-1LM 
Olanzapine  standard  Lipomed OLZ-1064-FB 
Fluoxetine  standard  Cerilliant F-918 
Morphine  standard  Lipomed M-35-FB-1LM 
Méthadone  standard  Lipomed MET-637-HC-1LM 
Tramadol  standard  Lipomed TRA-779-HC-1LM 
Amitryptiline standard  Cerilliant A-923 
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7.3 Optimisation de la détection 
 
Résultats pour la répétabilité obtenus avec 10 couches de CHCA 15mg/ml dans 30%ACN / 70%H2O / 0.1%TFA sprayées à couche 1 : 
10ml/min, couche 2 : 20ml/min, couche 3 : 30ml/min et couche 4+ : 40ml/min. 
 
Tableau 2: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 1 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice CHCA 15mg/ml dans 
30%ACN / 70%H2O / 0.1%TFA. 
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Tableau 3: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 2 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice CHCA 15mg/ml dans 
30%ACN / 70%H2O / 0.1%TFA. 
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Tableau 4: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 3 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice CHCA 15mg/ml dans 
30%ACN / 70%H2O / 0.1%TFA. 
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Tableau 5: Répétabilité : intensités moyennes des tissus 1,2 et 3 sur 9 acquisitions de 100 pixels pour la matrice CHCA 15mg/ml dans 30%ACN / 
70%H2O / 0.1%TFA. 
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Résultats pour la répétabilité obtenus avec 10 couches de CHCA 15mg/ml dans 50%ACN / 50%H2O / 0.1%TFA sprayées à couche 1 : 
10ml/min, couche 2 : 20ml/min, couche 3 : 30ml/min et couche 4+ : 40ml/min. 
 
 
Tableau 6: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 1 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice CHCA 15mg/ml dans 
50%ACN / 50%H2O / 0.1%TFA. 
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Tableau 7: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 2 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice CHCA 15mg/ml dans 
50%ACN / 50%H2O / 0.1%TFA. 
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Tableau 8: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 3 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice CHCA 15mg/ml dans 
50%ACN / 50%H2O / 0.1%TFA. 
 
 
 
 
 
 
 
45 
 
 
 
 
 
Tableau 9: Répétabilité : intensités moyennes des tissus 1,2 et 3 sur 9 acquisitions de 100 pixels pour la matrice CHCA 15mg/ml dans 50%ACN / 
50%H2O / 0.1%TFA. 
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Résultats pour la répétabilité obtenus avec 10 couches de CHCA 15mg/ml dans 70%ACN / 30%H2O / 0.1%TFA sprayées à couche 1 : 
10ml/min, couche 2 : 20ml/min, couche 3 : 30ml/min et couche 4+ : 40ml/min. 
 
Tableau 10: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 1 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice CHCA 15mg/ml dans 
70%ACN / 30%H2O / 0.1%TFA. 
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Tableau 11: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 2 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice CHCA 15mg/ml dans 
70%ACN / 30%H2O / 0.1%TFA. 
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Tableau 12: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 3 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice CHCA 15mg/ml dans 
70%ACN / 30%H2O / 0.1%TFA. 
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Tableau 13: Répétabilité : intensités moyennes des tissus 1,2 et 3 sur 9 acquisitions de 100 pixels pour la matrice CHCA 15mg/ml dans 70%ACN / 
30%H2O / 0.1%TFA. 
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Résultats pour la répétabilité obtenus avec 15 couches de DHB 30mg/ml dans 30%MeOH / 70%H2O / 0.1%TFA sprayées à couche 1 : 
10ml/min, couche 2 : 20ml/min, couche 3 : 30ml/min et couche 4+ : 40ml/min. 
 
Tableau 14: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 1 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
30%MeOH / 70%H2O / 0.1%TFA. 
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Tableau 15: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 2 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
30% MeOH/ 70%H2O / 0.1%TFA. 
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Tableau 16: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 3 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
30%MeOH / 70%H2O / 0.1%TFA. 
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Tableau 17: Répétabilité: intensités moyennes des tissus 1,2 et 3 sur 9 acquisitions de 100 pixels pour la matrice DHB 30mg/ml dans 30% MeOH / 
70%H2O / 0.1%TFA. 
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Résultats pour la répétabilité obtenus avec 15 couches de DHB 30mg/ml dans 50% MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA sprayées à couche 
1 : 10ml/min, couche 2 : 20ml/min, couche 3 : 30ml/min et couche 4+ : 40ml/min. 
 
Tableau 18: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 1 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA. 
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Tableau 19: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 2 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA. 
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Tableau 20: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 3 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA. 
 
 
 
 
 
 
57 
 
 
 
 
Tableau 21: Répétabilité : intensités moyennes des tissus 1,2 et 3 sur 9 acquisitions de 100 pixels pour la matrice DHB 30mg/ml dans 50%MeOH / 
50%H2O / 0.1%TFA. 
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Résultats pour la répétabilité obtenus avec 15 couches de DHB 30mg/ml dans 70% MeOH / 30%H2O / 0.1%TFA sprayées à couche 
1 : 10ml/min, couche 2 : 20ml/min, couche 3 : 30ml/min et couche 4+ : 40ml/min. 
 
Tableau 22: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 1 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
70%MeOH / 30%H2O / 0.1%TFA. 
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Tableau 23: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 2 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
70%MeOH / 30%H2O / 0.1%TFA. 
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Tableau 24: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 3 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
70%MeOH / 30%H2O / 0.1%TFA. 
 
 
 
 
 
 
61 
 
 
 
 
Tableau 25: Répétabilité : intensités moyennes des tissus 1,2 et 3 sur 9 acquisitions de 100 pixels pour la matrice DHB 30mg/ml dans 70%MeOH / 
30%H2O / 0.1%TFA. 
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Résultats pour la répétabilité obtenus avec 15 couches de DHB 30mg/ml dans 50%MeOH / 30%H2O / 0%TFA sprayées à couche 1 : 
10ml/min, couche 2 : 20ml/min, couche 3 : 30ml/min et couche 4+ : 40ml/min. 
 
Tableau 26: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 1 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH/ 50%H2O / 0%TFA. 
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Tableau 27: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 2 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0%TFA. 
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Tableau 28: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 3 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0%TFA. 
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Tableau 29: Répétabilité : intensités moyennes des tissus 1,2 et 3 sur 9 acquisitions de 100 pixels pour la matrice DHB 30mg/ml dans 50%MeOH / 
50%H2O / 0%TFA. 
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Résultats pour la répétabilité obtenus avec 15 couches de DHB 30mg/ml dans 50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA sprayées à couche 1 : 
10ml/min, couche 2 : 20ml/min, couche 3 : 30ml/min et couche 4+ : 40ml/min. 
 
Tableau 30: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 1 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA. 
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Tableau 31: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 2 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA. 
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Tableau 32: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 3 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA. 
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Tableau 33: Répétabilité : intensités moyennes des tissus 1,2 et 3 sur 9 acquisitions de 100 pixels pour la matrice DHB 30mg/ml dans 50%MeOH / 
50%H2O / 0.1%TFA. 
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Résultats pour la répétabilité obtenus avec 15 couches de DHB 30mg/ml dans 50%MeOH / 50%H2O / 0.3%TFA sprayées à couche 1 : 
10ml/min, couche 2 : 20ml/min, couche 3 : 30ml/min et couche 4+ : 40ml/min. 
 
Tableau 34: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 1 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH/ 50%H2O / 0.3%TFA. 
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Tableau 35: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 2 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.3%TFA. 
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Tableau 36: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 3 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.3%TFA. 
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Tableau 37: Répétabilité : intensités moyennes des tissus 1,2 et 3 sur 9 acquisitions de 100 pixels pour la matrice DHB 30mg/ml dans 50%MeOH / 
50%H2O / 0.3%TFA. 
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Figures 2 : Effet de TFA sur l’intensité du signal pour chaque drogue 
 
 
 
 
 
 
75 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figures 2 : Effet de TFA sur l’intensité du signal pour chaque drogue 
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Figures 2 : Effet de TFA sur l’intensité du signal pour chaque drogue 
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Résultats pour la répétabilité obtenus avec 15 couches de DHB 30mg/ml dans 50%MeOH/ 50%H2O / 0.1%TFA et avec lavage au 
tampon d’acétate d’ammonium 0.1M à pH 3 sprayées à couche 1 : 10ml/min, couche 2 : 20ml/min, couche 3 : 30ml/min et couche 4+ : 
40ml/min. 
 
Tableau 38: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 1 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA avec lavage au tampon acétate d’ammonium 0.1M à pH 3. 
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Tableau 39: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 2 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA avec lavage au tampon acétate d’ammonium 0.1M à pH 3. 
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Tableau 40: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 3 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA avec lavage au tampon acétate d’ammonium 0.1M à pH 3. 
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Tableau 41: Répétabilité: intensités moyennes des tissus 1,2 et 3 sur 9 acquisitions de 100 pixels pour la matrice DHB 30mg/ml dans 50%MeOH/ 
50%H2O / 0.1%TFA avec lavage au tampon d’acétate d’ammonium 0.1M à pH 3. 
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Résultats pour la répétabilité obtenus avec 15 couches de DHB 30mg/ml dans 50%MeOH/ 50%H2O / 0.1%TFA et avec lavage au 
tampon d’acétate d’ammonium 0.1M à pH 10 sprayées à couche 1 : 10ml/min, couche 2 : 20ml/min, couche 3 : 30ml/min et couche 
4+ : 40ml/min. 
 
Tableau 42: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 1 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA avec lavage au tampon acétate d’ammonium 0.1M à pH 10. 
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Tableau 43: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 2 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA avec lavage au tampon acétate d’ammonium 0.1M à pH 10. 
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Tableau 44: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 3 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA avec lavage au tampon acétate d’ammonium 0.1M à pH 10. 
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Tableau 45: Répétabilité : intensités moyennes des tissus 1,2 et 3 sur 9 acquisitions de 100 pixels pour la matrice DHB 30mg/ml dans 50%MeOH/ 
50%H2O / 0.1%TFA avec lavage au tampon d’acétate d’ammonium 0.1M à pH 10. 
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Résultats pour la répétabilité obtenus avec 15 couches de DHB 30mg/ml dans 50%MeOH/ 50%H2O / 0.1%TFA et avec lavage au 
tampon d’acétate d’ammonium 0.01M à pH 3 sprayées à couche 1 : 10ml/min, couche 2 : 20ml/min, couche 3 : 30ml/min et couche 
4+ : 40ml/min. 
 
Tableau 46: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 1 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA avec lavage au tampon acétate d’ammonium 0.01M à pH 3. 
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Tableau 47: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 2 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA avec lavage au tampon acétate d’ammonium 0.01M à pH 3. 
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Tableau 48: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 3 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA avec lavage au tampon acétate d’ammonium 0.01M à pH 3. 
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Tableau 49: Répétabilité : intensités moyennes des tissus 1,2 et 3 sur 9 acquisitions de 100 pixels pour la matrice DHB 30mg/ml dans 50%MeOH/ 
50%H2O / 0.1%TFA avec lavage au tampon d’acétate d’ammonium 0.01M à pH 3. 
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Résultats pour la répétabilité obtenus avec 15 couches de DHB 30mg/ml dans 50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA et avec lavage au 
tampon d’acétate d’ammonium 0.01M à pH 10 sprayées à couche 1 : 10ml/min, couche 2 : 20ml/min, couche 3 : 30ml/min et couche 
4+ : 40ml/min. 
 
Tableau 50: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 1 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA avec lavage au tampon acétate d’ammonium 0.01M à pH 10. 
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Tableau 51: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 2 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA avec lavage au tampon acétate d’ammonium 0.01M à pH 10. 
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Tableau 52: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 3 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA avec lavage au tampon acétate d’ammonium 0.01M à pH 10. 
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Tableau 53: Répétabilité : intensités moyennes des tissus 1,2 et 3 sur 9 acquisitions de 100 pixels pour la matrice DHB 30mg/ml dans 50%MeOH / 
50%H2O / 0.1%TFA avec lavage au tampon d’acétate d’ammonium 0.01M à pH 10. 
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Résultats pour la répétabilité obtenus avec 15 couches de DHB 30mg/ml dans 50%MeOH/ 50%H2O / 0.1%TFA et sans lavage au 
tampon (contrôle lavage) sprayées à couche 1 : 10ml/min, couche 2 : 20ml/min, couche 3 : 30ml/min et couche 4+ : 40ml/min. 
 
Tableau 54: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 1 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA sans lavage (contrôle). 
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Tableau 55: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 2 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA sans lavage (contrôle). 
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Tableau 56: Répétabilité : intensités moyennes pour le tissu 3 avec 3 acquisitions de 100pixels sur le même tissu pour la matrice DHB 30mg/ml dans 
50%MeOH / 50%H2O / 0.1%TFA sans lavage (contrôle). 
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Tableau 57: Répétabilité : intensités moyennes des tissus 1,2 et 3 sur 9 acquisitions de 100 pixels pour la matrice DHB 30mg/ml dans 50%MeOH / 
50%H2O / 0.1%TFA sans lavage (contrôle). 
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Tableau 58: Résumé lavages 
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7.4 Imagerie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7.5 Screening toxicologique 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figures 4 : Spectre de fragmentation MS2  de la méthadone obtenu par le screening toxicologique à 45 kJ/mol (en haut) et comparé au spectre de référence (en bas) effectué avec un énergie 
de 45 kJ/ml. 
 
Figures 3 : Image obtenue par imagerie par spectrométrie de masse pour 
un foie d’une personne ayant consommé du midazolam avec la matrice 
DHB 30mg/ml 70% MeOH / 30% H2O / 0.1% TFA sans lavage tampon. 
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Figures 5 : Spectre de fragmentation MS2  de la morphine obtenu par le screening toxicologique à 45 kJ/mol (en haut) et comparé au spectre de référence (en bas) effectué avec un énergie 
de 45 kJ/ml. 
 
Figures 6 : Spectre de fragmentation MS2  de la Citalopram obtenu par le screening toxicologique à 45 kJ/mol (en haut) et comparé au spectre de référence (en bas) effectué avec un énergie 
de 45 kJ/ml. 
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Figures 7 : Spectre de fragmentation MS2  de la Midazolam obtenu par le screening toxicologique à 45 kJ/mol (en haut) et comparé au spectre de référence (en bas) effectué avec un énergie 
de 45 kJ/ml. 
 
Figures 8 : Spectre de fragmentation MS2  de la quétiapine obtenu par le screening toxicologique à 45 kJ/mol (en haut) et comparé au spectre de référence (en bas) effectué avec un énergie 
de 50 kJ/ml. 
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Figures 10 : Spectre de fragmentation MS2  de l’amitriptyline obtenu par le screening toxicologique à 45 kJ/mol (en haut) et comparé au spectre de référence (en bas) effectué avec un 
énergie de 45 kJ/ml. 
 
Figures 9 : Spectre de fragmentation MS2  de cocaïne obtenu par le screening toxicologique à 45 kJ/mol (en haut) et comparé au spectre de référence (en bas) effectué avec un énergie de 45 
kJ/ml. 
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Figures 11 : Spectre de fragmentation MS2  du diazépam obtenu par le screening toxicologique à 45 kJ/mol (en haut) et comparé au spectre de référence (en bas) effectué avec un énergie de 
45 kJ/ml. 
 
